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Abstract of DE1 991 9625 

In vitro production of a homologous heart valve involves: (i) colonizing a biodegradable carrier with 
homologous fibroblasts and/or myofibroblasts so as to give a connecti ve tissue matri x: (ii) colonizing the 
matrix with endothelial cells; (iii) introducing the matrix into(apulsating flow chambe^ e.g. in a bioreactor) 
where it is subjected to a (dis)cohtinuous flow rate. An Independent claim is also included for a 
homologous heart valve with a connective tissue inner core covered with a layer of endothelial cells, the 
core having a collagen density of 43-55%, based on the matrix. 
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@ In-vitro-Verfahren zum Herstellen einer homologen Herzklappe 

@ An Herzklappendysfunktion leidenden Patienten wird 
bisher entweder eine mechanische Herzklappe oder eine 
biologische Klappe von einem menschlichen oder nicht- 
menschlichen Spender implantiert. Diese Klappen weisen 
jedoch erhebliche Nachteile auf, wie z. B. die Notwendig- 
keit einer lebenslangen Antikoagulation mit der Gefahr 
hemorrhagischer Komplikationen, eine Degenerations- 
neigung sowie die Gefahr einer Immunreaktion. Aufcer- 
dem kann keine der bisher bekannten Klappen sich einem 
z. B. durch Wachstum verandernden Herzen anpassen. 
Mit dem erfindungsgemafcen Verfahren konnen homolo- 
ge Herzklappen zur Verfugung gestellt werden, die aus ei- 
nem im wesentlichen bindegewebigen Kern und einer su- 
perfiziellen Endothelzellschicht aufgebaut sind und damit 
einen der naturlichen Herzklappe analogen Aufbau ha- 
ben. Die Nachteile der bekannten Herzklappen werden 
durch die erfindungsgemaGen Herzklappen vermieden. 
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Beschreibung 

Jedes Jahr versterben alleine in den USA ca. 20.000 Pa- 
tienten an den Folgen einer Herzklappendysfunktion, und 
mehr als 60.000 Patienten sind wegen einer bereits erkann- 5 
ten Dysfunktion gezwungen, ein oder mehrere Herzklappen 
operativ ersetzen zu lassen. Als Ersatz fur die eigene Herz- 
klappe kornmen entweder mechanische oder biologische 
Klappenprothesen (Xenografts) in Frage, seltener werden 
kryopreservierte oder glutaraldehydfixierte Homografts ver- 10 
wendet. 

Mechanische Klappenprothesen fiihren jedoch oft zu 
Fremdkorperreaktionen mit thromboembolischen Kompli- 
kationen, die durch die mit der kunstlichen Herzklappe ver- 
anderten Stromungsverhaltnisse im Herzen begiinstigt wer- 15 
den. Daher ist eine lebenslange Antikoagulation des betrof- 
fenen Patienten erforderlich, die zu einer permanent erhoh- 
ten Blutungsgefahr fuhrt. Eine weitere, oft lebensbedrohli- 
che Komplikation bei Patienten mit einer mechanischen 
Herzklappe sind Infektionen. 20 

Bei den Xenografts handelt es sich meistens urn Schwei- 
neklappen, die mit Glutaraldehyd behandelt sind. Schweine- 
klappenprothesen konnen mit guten Ergebnissen bei alteren 
Patienten eingesetzt werden, neigen aber zur Degeneration 
nach nur ca. 12 bis 15 Jahren, so daB sie fur junge Leute in 25 
der Regel nicht in Frage kornmen, Weiterhin besteht bei 
Schweineklappenprothesen im Vergleich zum gesunden 
Herzen eine erhohte Infektionsgefahr. Daruber hinaus nei- 
gen Schweineklappen zur Calciflzierung, weshalb sie zum 
Einsatz bei Kindern und jungen Leuten, die einen erhohten 30 
Calciumstoffwechsel aufweisen, ungeeignet sind. SchlieB- 
lich stellen sie ebenfalls korperfremdes Gewebe dar, das mit 
einer gewissen Wahrscheinhchkeit vom korpereigenen Im- 
munsystem als fremd erkannt wird und damit lebensbedroh- 
liche Immunprozesse auslosen kann. 35 

Als dritte Mogiichkeit stehen Homografts, d. h. aus hu- 
manen Spendem isolierte, fixierte Herzklappen, zur Verfu- 
gung. Homografts sind zwar gegen Infektionen relativ resi- 
sted, stellen jedoch ebenfalls korperfremdes Gewebe dar, 
das mit einer gewissen Wahrscheinhchkeit Immunreaktio- 40 
nen hervorruft. Daruber hinaus neigen Homografts ebenso 
wie Schweineklappenprothesen zur Calciflzierung und un- 
terliegen daher einer erheblichen Degeneration, die in der 
Regel eine Reoperation nach 7 bis 12 Jahren erforderlich 
macht. Homografts stellen daruber hinaus in nur auBerst be- 45 
grenztem Umfang zur Verfligung. 

Neben dem bereits beschriebenen Nachteilen der bisher 
als Klappenersatz verwendeten Klappenprothesen, d. h. der 
Auslosung von Irnmunreaktionen, der erhohten Infektions- 
gefahr, der Gefahr thromboembolischer Prozesse und der 50 
Degenerationsneigung, ist. alien bisher bekannten Klappen 
gemeinsam, daB sie aus anorganischem Material oder fixier- 
tem organischen Material bestehen und ihnen daher wich- 
tige Eigenschaften lebender Matrix, z. B. die Fahigkeit zu 
Reparationsprozessen, zur Rekonfiguration oder zum 55 
Wachsturn fehlen. Daraus folgt u. a., daB bei kindlichen 
Klappenpatienten bisher regelmaBig Reoperationen in Kauf 
genommen werden muBten. Zusatzlich zu dem jeder Herz- 
operation inharenten Risiko steigt jedoch mit jeder Reopera- 
tion das Letalitatsrisiko, da durch die vorangegangenen 60 
Operationen erhebliche Verwachsungen im Thorax auftre- 
ten. 

Es besteht daher ein dringender Bedarf fur einen Herz- 
klappenersatz, der die zuvor beschriebenen Nachteile ver- 
meidet. Zu diesem Zweck ist bereits vorgeschlagen worden, 65 
kiinstliche Herzklappen durch "Tissue Engineering" herzu- 
stellen. Das "Tissue Engineering" befaBt sich mit der Ent- 
wicklung "biohybrider" Implantate, die im Korper zu Gewe- 
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ben oder gar zu ganzen Organsystemen heranwachsen. Zu- 
erst fanden die Techniken des "Tissue Engineering" im Be- 
reich der Hauttransplantation Anwendung. Inzwischen hat 
sich ihre Applikation auf andere Gewebe, wie Leber, Knor- 
pel, Knochen und Trachea sowie intestinale und urologische 
Gewebe und BlutgefaBe erweitert. Auch zur Herstellung 
biohybrider Herzklappen in Form von einzelnen Klappense- 
geln sind bereits beschrieben worden; die durch "Tissue En- 
gineering" hergestellten Herzklappensegel hatten jedoch 
bisher den Nachteil, daB sie inadequate, nicht ausreichende 
bindegewebige Strukturen aufwiesen und daher den im Her- 
zen herrschenden Stromungsverhaltnissen nach Auflosung 
der biodegradablen Tragers truktur nicht hatten standhalten 
konnen. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren zum 
Herstellen einer kunstlichen homologen Herzklappe zur 
Verfugung zu stellen, mit dem Herzklappenprothesen er- 
zeugt werden konnen, die den in vivo herrschenden Stro- 
mungsverhaltnissen gewachsen sind. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe durch ein in vitro- 
Verfahren zum Herstellen einer homologen Herzklappe ge- 
lost, das die folgenden Schritte umfaBt: 

- Bereitstellen eines biologisch abbaubaren Tragers, 

- Besiedeln des Tragers mit homologen Fibroblasten 
und/oder Myofibroblasten zur Ausbildung einer binde- 
gewebigen Matrix, 

- Besiedeln des Tragers/der Matrix mit Endothelzellen 

- Einbringen des Tragers/der Matrix in eine pulsatile 
FluBkammer, in der er/sie steigenden FluBraten ausge- 
setzt werden kann, und 

- kontinuierliches oder diskontinuierliches Erhohen 
der FluBrate. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen homologe 
Herzklappen hergestellt werden, die auf Grund eines ausge- 
pragten bindegewebigen Kemes mit naturnahem Koliagen-, 
Elastin- und Glycosaminanteil zur Implantation beim 
menschlichen Patienten geeignet sind. Das Verfahren soil 
im folgenden naher erlautert werden. 

In der folgenden Beschreibung bedeutet der Terminus 
"Trager" eine azellulare Struktur, die, wie unten genauer er- 
lautert wird, entweder aus synthetischen Fasern oder einem 
azellularen Bindegewebsgeriist besteht. Der Beg riff "Ma- 
trix" bezeichnet eine bindegewebige Struktur, die neben Fi- 
broblasten und Myofibroblasten typische Bestandteile einer 
ExtrazeUularmatrix, namlich Koliagen, Elastin und Glyco- 
saminoglycane enthalt. Mit Matrix bezeichnete Strukturen 
enthaiten typischerweise keine Tragerbestandteile mehr. Die 
Ubergangsstadien zwischen Trager und Matrix werden 
durch die Doppelbezeichnung "Trager/Matrix" beschrieben. 

Zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens 
wird zunachst ein biologisch abbaubarer Trager bereitge- 
stellt. Das Tragennaterial soil dabei einerseits eine gewisse 
Zeitlang stabil sein, um eine ausreichende Besiedlung bzw. 
Durchdringung mit Fibroblasten und/oder Myofibroblasten 
zu ermdglichen und die Ausbildung einer bindegewebigen 
Matrix erreichen zu konnen, andererseits innerhalb einer 
vertretbaren Zeit, die jeden falls kleiner ist, als die Zeit, die 
die Bildung der homologen Klappenprothese in Anspruch 
nimmt, insgesamt hydrolytisch aufgelost werden konnen. Es 
ist bevorzugt, daB der hydrolytische Abbau nach ca. 8 Tagen 
beginnt; er sollte in der Regel nach 4 bis 6 Wochen abge- 
schlossen sein. Bei dem Tragennaterial handelt es sich be- 
vorzugt um eine aus Polymerfasern aufgebaute Struktur, um 
eine porose Polymers truktur oder ein azellulares biologi- 
sches Gewebe. Beispiele fUr biologisch abbaubare Trager- 
materialien sind Polyglycolsaure (PGA), Polymilchsaure 
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(PLA), PolyhydroxyaLkanoat (PHA) und Poiy-4-Hydroxy- 
butyrat (P4HB). Diese Polymere konnen sowohl rein als 
auch in Mischungen aus zwei oder mehreren der genannten 
Substanzen oder Mischungen dieser Substanzen rnit weite- 
ren biologisch abbaubaren Polymeren venvendet werden. In 5 
einer bevorzugten Ausftihrungsform wird ein Mischpoly- 
mer aus 85% PGA und 15% PLA venvendet. IdeaLerweise 
ist der biologisch abbaubare Trager in der Form der ge- 
wunschten Herzklappe vorgeformt. Beispiele fur rnogliche 
Herzkiappenfornien sind in Abb. 1 angegeben. 10 

Es hat sich als sinnvoll erwiesen, Trager mit einer Poly- 
merdichte von ca. 40 bis 120 mg/cm 3 zu verwenden. Unter- 
halb von 40 mg/cm 3 ist das Polymergewebe zu labil, iiber- 
halb von 120 mg/cm 3 ist das Gewebe zu dicht, um das Ein- 
dringen von Fibroblasten innerhalb eines vertretbaren Zeit- 15 
raums zuzulassen. In bevorzugten Ausfuhrungsformen be- 
tragt die Dichte des biologisch abbaubaren Tragers 50 bis 
80 mg/cm 3 , besonders bevorzugt70 mg/cm 3 . Von den Erfin- 
dern wurde mit guten Ergebnissen ein polymerer Trager der 
Fa. Albany International Research, Mensville, MA, USA, 20 
mit einer Dichte von ca. 70 mg/cm 3 venvendet. Die Fasern 
des Tragers konnen einen Durchmesser von 6 bis 20 um ha- 
ben, bevorzugt 10 bis 18 um. Es sind jedoch auch Gewebe 
mit anderen Faserstarken denkbar, die jedoch einerseits dem 
Trager eine gewisse Stabilitat verleihen mussen, anderer- 25 
seits die Besiedelung und Durchdringung des Tragers mit 
Fibroblasten oder Myofibroblasten zulassen miissen. Wei- 
terhin konnen porose (schwammartige) Polymerformen ver- 
wendet werden. Hier haben sich PorengroBen von 
80-240 um als bevorzugt erwiesen. Die Poren konnen durch 30 
die sogenannte "Salt-Leaching" Technik erzielt werden, die 
dem Fachmann bekannt ist. 

Statt eines synthetischen Tragers, wie zuvor beschrieben, 
ist die Verwendung eines azellularen Bindegewebsgerustes 
denkbar. So konnte beispielsweise eine Schweineklappe in 35 
ein immunologisch neutrales Gewebe umgewandelt werden 
(Bader et al, Eur. J.-Cardiothorac. Surg. 14, 279, 1998), das 
anschlieBend mit homologen Zellen besiedelt werden 
konnte. 

Der biologisch abbaubare Trager wird zunachst mit einer 40 
Fibroblastenpopulation inkubiert. Bei Verwendung homolo- 
ger Fibroblasten und/oder Myofibroblasten, d. h. von Fibro- 
blasten und/oder Myofibroblasten aus einem Menscheri, 
aber nicht unbedingt dem Patienten, sollte auf gleiche HLA- 
Typisierung geachtet werden. Fibroblastenpopulation en 45 
konnen dabei z. B. aus peripheren BlutgefaBen, sowohl Ar- 
terien als auch Venen, gewonnen werden. Hierzu bietet sich 
insbesondere die Arteria radiales des Unterarmes an, die we- 
gen der arteriellen Doppelversorgung des Amies in den mei- 
sten Fallen zur schadlosen Explantation zur Verfugung 50 
steht. Alternativ konnen Gefafizellen aus BlutgefaBen des 
Beines, z. B. der Vena saphena, gewonnen werden, Denkbar 
ist weiter die Gewinnung von Fibroblasten oder Myofibro- 
blasten aus pluripotenten Stammzellen oder genetisch mani- 
pulierten Zellen. 55 

Die Zellen konnen beispielsweise aus GefaBfragrnenten 
gewonnen werden, in dem die Gewebestiickchen zunachst, 
wie in Ziind et al. (Eur. J. Cardiothorac Surg. 13, 160, 1998) 
beschrieben, in Gewebebruchstucke zerstuckelt und ca. 1 
bis 2 Wochen unter normalen Zellkulturbedingungen (37°C, 60 
5 C0 2 , 95% Luftfeuchtigkeit) inkubiert werden, bis die Zel- 
len auf dem Boden der Kulturschale eine konfluente Zell- 
schicht bilden. AnschlieBend werden sie mehrfachen Passa- 
gen unterworfen, um eine von restlichem Gewebematerial 
freie Zellkultur zu erhalten. Nach zwei bis drei Passagen 65 
konnen die gemischten Zellpopulationen gereinigt werden, 
in dem sie mit einem fiir Endothelzellen spezifischen Fluo- 
reszenzmarker (Dil-Ac-LDL, von Medical Technologies 
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Inc., Stoughton, MA) inkubiert werden und mittels Durch- 
fluBzytometrie (FACStar Plus, Becton Dickinson) getrennt 
werden. Fluoreszenzmarkierte Zellen sind Endothelzellen, 
nicht markierte Zellen sind Fibroblasten und Myofibrobla- 
sten. Diese werden weitere zwei bis drei Wochen kultiviert 
und wahrend dieser Zeit zwei bis vier Passagen unterwor- 
fen, umeine ausreichende Anzahl an Zellen fur die anschlie- 
Bende Besiedelung des Tragers zu erhalten. 

In den so erhaltenen Fibroblastenkulturen liegen Fibro- 
blasten und Myofibroblasten gemischt vor. Das Verhaltnis 
beider Populationen schwankt. Es ist bevorzugt, Kulturen zu 
verwenden, in denen der Fibroblasten anteil uberwiegt; be- 
sonders bevorzugt ist ein Fibroblastenanteil von mehr als 
75%. Eine wie beschrieben gereinigte oder jede andere reine 
Fibroblasten/Myofibroblastenkultur kann nunmehr zur Be- 
siedelung des Polymertragers eingesetzt werden. Dazu wer- 
den pro Quadratzentimeter des Tragers ca. 10 5 bis 5 x 10 8 
Fibroblasten und/oder Myofibroblasten eingesetzt. Unter 
"Oberflache" ist in diesem Fall nicht die tatsachliche Ober- 
flache des Polymers, sondern die bei Betrachtung des Tra- 
cers von oben in einer Ebene erkennbare Flache gemeint. 
Ublicherweise werden den Fibroblasten 60 bis 90 min. Zeit 
gegeben, urn sich an den Trager anzuheften. AnschlieBend 
kann das uberstehende Medium entfernt werden und ein 
weiteres Mai Fibroblastensuspension zugegeben werden, 
Idealerweise laBt man jedoch zwischen der ersten und zwei- 
ten Zugabe von Fibroblastensuspension 2 bis 36 Stunden, 
bevorzugt 24 Stunden vers treic hen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
maBen Verfahrens werden dem Trager bzw. sich der nach 
der erstmaligen Fibroblastenzugabe allmahlich ausbilden- 
den Matrix weitere 3- bis 14mal, besonders bevorzugt 5- bis 
lOmal Fibroblasten und/oder Myofibroblasten zugefiigt. 

Unter den ublicherweise fiir das Zellwachstum von Fibro- 
blasten verwendeten Bedingungen (z. B. 5% CO2, Inkuba- 
tion bei 37°C, steriles Medium) entwickelt sich nach ca. ein 
bis drei Wochen eine solide bindegewebige Struktur. Nun- 
mehr wird diese Struktur mit einer reinen Endothelzell-Sus- 
pension inkubiert. Die Endothelzellen konnen genauso wie 
die Fibroblasten durch FAGS angereichert und anschlieBend 
in mehreren Passagen (bevorzugt 3) expandiert werden. 
Auch fiir Endothelzellen ist es bevorzugt, die Besiedelung 
mit jeweils ca. 10 5 bis 5 X 10 8 Endothelzellen mehrfach zu 
wiederholen, z. B. 3- bis 14mal. In bevorzugten Ausfuh- 
rungsformen wird die Besiedelung mit Endothelzellen 5- bis 
lOmal wiederholt. Zwischen zwei Besiedelungsschritten 
sollten mindestens 60 min., bevorzugt jedoch 2 bis 24 Stun- 
den liegen. 

Bei den zum Besiedeln des Tragers verwendeten Zellen 
handelt es sich bevorzugt um humane Zellen. Besonders be- 
vorzugt ist es jedoch, autologe Fibroblasten und/oder Myo- 
fibroblasten so wie Endothelzellen zu verwenden. Dazu wird 
dem Patienten, dessen Herzklappe ersetzt werden soil, Ge- 
webe z. B. aus einem seiner GefaBe entnommen. Wie oben 
bereits erwahnt, bieten sich dazu. die Arteria radialis sowie 
die Vena saphena an. Die Verwendung der autologen Zellen 
zur Konstruktion der Herzklappe hat den wesentlichen Vor- 
teil, daB die Klappe nach Implantation in den Patienten kein 
korperfremdes Gewebe darsteilt und somit Immunreaktio- 
nen gegen die kunstliche Herzklappe so gut wie ausge- 
schlossen erscheinen. 

Ca. 14 Tage nach Zugabe der Endothelzellen laBt sich hi- 
stologisch und immunhistochemisch ein herzklappenanalo- 
ges Gewebe mit einem superfiziellen Einzelzellschicht aus 
Endothelzellen und einer bindegewebigen Grundstruktur 
nachweisen. Dieses Gewebe ist jedoch zur Implantation in 
ein menschliches Herz nur bedingt geeignet, da es auf 
Grund seiner zu schwachen mechanischen Eigenschaften 
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den dort herrschenden Stromungsverhaltnissen nicht ge- 
wachsen ware. 

ErfindungsgemaB wird nunmehr in einem weiteren Ver- 
fahrensschritt die vorgebildete herzklappenanaloge Struktur 
in eine pulsatile RuBkammer eingebracht, in der sie steigen- 5 
den FluBraten ausgesetzt werden kann. Es wurde festge- 
stellt, daB durch eine langsame Adaptation der FluBraten die 
Bildung einer strdmungsbestandigen herzklappenanalogen 
Struktur erreicht werden kann. 

Zum Durchfuhren des erfindungsgemafien Verfahrens 10 
eignet sich ein Bioreaktor. Dieser Bioreaktor sollte mog- 
lichst. kompakt ausgebildet sein, um in ublichen Zellinkuba- 
toren eingesetzt werden zu konnen. Der Bioreaktor sollte 
eine FluBkammer aufweisen, in der das Klappenventil ange- 
ordnet ist, Der Antrieb zum Pumpen des Fluids durch die 15 
RuBkammer sollte dabei auBerhalb der FluBkammer ange- 
ordnet sein. Dies wird bei dem verwendeten Bioreaktor 
durch eine der FluBkammer benachbarte Luftkammer er- 
zielt, die durch eine hochelastische Membran von der FluB- 
kammer getrennt ist. Durch pulsierendes Andern des Luft- 20 
drucks in der Luftkammer kann ein Fordern des Fluids 
durch die FluBkammer erzeugt werden. Anstelle von Luft 
konnte auch eine Fliissigkeit oder ein anderes Gas in der 
Luftkammer aufgenommen sein, die dann allgemein auch 
als Antriebsmediurnkammer bezeichnet werden kann. Dann 25 
muBte dieses Gas oder das darin befindliche Ruid jeweils 
pulsierenden Druckanderungen unterworfen werden. Luft 
laBt sich jedoch besonders leicht handhaben und hat sich da- 
her als besonders geeignet fur das Betreiben des Bioreaktors 
erwiesen. 30 

Aufgrund der Luftkammer kann der Antrieb zum Fordern 
des Ruids in der RuBkammer sehr kompakt gestaltet wer- 
den und auch auBerhalb des Inkubators angeordnet sein. Es 
laBt sich dadurch eine Trennung herbeifuhren zwischen dem 
Teil, der unmittelbar auf die RuBkammer wirkt, und dem 35 
Teil, der die Druckschwankungen in der Luftkammer, bzw. 
Antriebsmediurnkammer erzeugt. So kannz. B. eine Respi- 
ratorpumpe auBerhalb des Inkubators angeordnet sein, die 
iiber einen diinnen Schlauch mit der Luftkammer, bzw. An- 
triebsmediurnkammer verbunden ist. Dadurch laBt sich die 40 
Gestaltung des Bioreaktors und der Antrieb selbst den je- 
weiligen Einbauerfordemissen anpassen. 

Die fur das erfindungsgernaBe Verfahren verwendete pul- 
satile RuBkammer ist Bestandteil eines Bioreaktors. Eine 
bevorzugte Ausfuhrungsform des Bioreaktors wird nachfol- 45 
gend mit Bezug auf die Abb. 2 und 3 detailliert beschrieben. 
Es versteht sich, daB sowohl der Bioreaktor als auch die ihn 
umfassende Anordnung nicht nur im erfindungsgemaBen 
Verfahren, sondern auch davon unabhangig verwendet wer- 
den konnten. 50 

Es zeigen: 

Abb. 2 den Bioreaktor in einer Schnittansicht; 
Abb. 3 eine Anordnung zum Betreiben des Bioreaktors 
aus Abb. 2. 

In Abb. 2 ist ein Bioreaktor 1 in einer Schnittansicht dar- 55 
gestellt. Der Bioreaktor ist um die in der Abb. 2 dargestellte 
vertikale Symmetrieachse im wesentlichen rotationssymme- 
trisch. Es handelt sich bei dem Bioreaktor um einen soge- 
nannten Kompaktbioreaktor, dessen AuBendurchmesser in 
radialer Richtung ca. 15,5 cm und dessen Hohe ca. 16,8 cm 60 
betragt. Der Betrieb kann auch in Standard-Zeilinkubatoren 
erfolgen. 

Der Bioreaktor 1 verfugt iiber ein Gehause 2, mit zwei 
Kammern 3 und 4, die durch einen Membran 5 voneinander 
getrennt sind. Die untere Kammer 3 bildet eine Luftkammer 65 
und die obere Kammer 4 eine FluBkammer, die in zwei Teile 
unterteilt ist, wobei ein Teil durch einen Ruidkammerab- 
schnitt 6 und der andere Teil durch einen Ventilperfusions- 
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kammerabschnitt 7 gebildet wird. Der Ruidkammerab- 
schnitt 6 und der Ventilperfusionskammerabschnitt 7 sind 
liber einen Durchgang 8 miteinander verbunden. 

Die Kammern kommunizieren mit der Umgebung iiber 
Anschliisse 9, 10 und 11, wobei AnschluB 9 in die Kammer 
3, AnschluB 10 in den Ruidkammerabschnitt 6 der FluB- 
kammer 4 und AnschluB 11 in den Ventilperfusionskammer- 
abschnitt 7 der FluBkammer 4 miindet. Die Anschliisse 9,10 
und 11 sind jeweils als uber das Gehause vorstehende Rohr- 
stutzen ausgebildet, auf dieSchlauche oder Leitungen in be- 
kannter Weise aufsteckbar sind. 

Das Gehause ist dreiteilig ausgebildet, mit einem unteren 
Gehauseteil 12, einem mittleren Gehauseteil 13 und einem 
oberen Gehauseteil 14. Das untere Gehauseteil 12 istim we- 
sentlichen schalenformig mit einem Boden 15 und einer im 
wesentlichen ringformig verlaufenden Wand 16. Die der 
Wand 16 abgewandte Seite des Bodens bildet gleichzeitig 
die Aufl ageflache fur den Bioreaktor, mit der er z. B. auf ei- 
nem Tisch aufgesetzt werden kann. Der AnschluB 9 er- 
streckt sich im wesentlichen radial aus der Wand 16 heraus. 
Die Wand 16 weist eine Ranschflache 17 auf, in der sich in 
Axialrichtung erstreckende Gewindebohrungen 18 eingelas- 
sen sind. Um ein Beobachten der Vorgange im Innern der 
Kammer 3 zu erleichtern, ist das untere Gehauseteil aus 
durch sichtigem Material, z. B. Plexiglas (Polymethylmet- 
acrylat, PMMA), hergestellt. 

Das mittlere Gehauseteil 13 ist ebenfalls im wesentlichen 
rotationssymmetxisch um die Symmetrieachse des Bioreak- 
tors und verfugt iiber eine im wesentlichen zylindrische 
Wand 19, an die sich ein Deckelabschnitt 20 anschlieBt, so- 
wie iiber einen Ransch 21 auf der dem Deckelabschnitt 20 
abgewandten Seite der Wand 19. Der Ransch 21 ist im we- 
sentlichen ringformig mit einer der Ranschflache 17 zuge- 
wandten Flanschflache 22, die sich radial erstreckt. Im 
Flansch 21 sind zudem Durchgang sbohrungen 23 vorgese- 
hen, denen jeweils fluchtend eine der Gewindebohrungen 18 
zugeordnet ist. Die Durchgangsbohrungen 23 und Gewinde- 
bohrungen 18 sind gleichrhaflig am Umfang verteilt, wobei 
die bevorzugte Ausfuhrungsform iiber neun Gewindeboh- 
rungen 18 mit zugehdrigen Durchgangsbohrungen 23 ver- 
fugt. 

Zwischen den beiden Ranschflachen 17 und 22 befindet 
sich die Membran 5. Durch die Membran 5 werden die bei- 
den Kammern 3 und 4 voneinander getrennt. Die Membran 
besteht aus hochelastischem Silikon, das in der Art eines 
Trommelfells zwischen die Ranschflachen 17 und 22 ge- 
spannt ist. Die Membran weist eine Dicke von ca, 0,5 mm 
auf, und kann dabei so ausgebildet sein, dafl im montierten 
Zustand ihr AuBendurchmesser im wesentlichen dem Au- 
Bendurchmesser des unteren und des mittleren Gehauseteils 
entspricht. Dann muB die Membran mit OfTnungen im Be- 
reich der Durchgangsbohrungen 23 versehen sein. Um die 
Membran 5 fest zwischen den Flans chflachen 17 und 22 ein- 
zuspannen, werden durch die Durchgangsbohrungen 23 
Schrauben 24 aus rostfreiem Stahl in die Gewindebohrun- 
gen 18 eingeschraubt, die sich auch durch die Offnungen der 
Membran hindurch erstrecken. Durch die Schrauben 24 
werden die Flanschflachen 22 und 17 gegeneinander ge- 
druckt, um dadurch die Membran fest einzuspannen und 
eine optimale Dichtheit zu erzielen. 

Wahrend des Betriebs des Bioreaktors schwingt die 
Membran in Axialrichtung. Um die Belastung der Membran 
am Obergang von der Ranschflache 17 und 22 zu den zuge- 
ordneten Wanden 16 und 19 zu verringern, sind dort jeweils 
umlaufende Phasen 25 und 26 vorgesehen. 

Der Ruidkammerabschnitt 6 wird somit nach unten durch 
die Membran 5 und nach oben durch den Deckelabschnitt 20 
begrenzt. Um die Reaktionen in dem Ruidkammerabschnitt 



6/15/05, EAST Version: 2.0.1.4 



DE 199 19 625 A 1 



7 

6 visuell iiberwachen zu konnen, besteht das rnittlere Ge- 
hauseteil, wie auch das untere Gehauseteil aus durchsichti- 
gem Material z. B. Plexiglas. 

An das rnittlere Gehauseteil 13 schlieBt sich das obere 
Gehauseteil 14 an. Dieses ist im wesentlichen glockenfor- 5 
rnig und iiber eine Flanschverbindung mit dem mittleren 
Gehauseteil verbunden. Fur diese Flanschverbindung ver- 
fiigt das rnittlere Gehauseteil 13 in seinem Deckelabschnitt 
iiber sechs Gewindebohrungen 27, die sich in Axialrichtung 
erstrecken und gleichrnaBig am Umfang verteilt sind. Die 10 
Gewindebohrungen 27 sind dabei in einer radial verlaufen- 
den Flanschflache 28 angeordnet, die eine umlaufende Nut 

29 zur Aurhahme eines Dichtelements aufweist. Ein solches 
Dichtelement kann z. B. ein O-Ring sein. Die Nut 29 ist ge- 
geniiber den Gewindebohrungen 27 radial nach innen ver- 15 
setzt. 

Das obere Gehauseteil 14 verfugt iiber einen Flanschring 

30 mit Durchgangsbohrungen 31 und einer der Flanschfla- 
che 28 zugewandten Flanschflache 32. Das obere Gehause- 
teil 14 steht mit seiner Flanschflache 32 auf der Flanschfla- 20 
che 28 auf und ist iiber Schrauben 33 aus rostfreiem Stahl, 
die durch die Durchgangsbohrungen 31 gesteckt und in die 
Gewindebohrungen 27 jeweils eingeschraubt werden, mit 
dem mittleren Gehauseteil 13 fest verbunden. Das Dichtele- 
ment wird dabei von der Flanschflache 32 in die Nut 29 ge- 25 
driickt und dichtet den Ventilperfusionskammerabschnitt 7 
zur Umgebung hin ab. Der Anschlul3 11 ist in der Spitze des 
oberen Gehauseteils 14 angeordnet. Analog der beiden an- 
deren Gehauseteile 12 und 13 besteht das obere Gehauseteil 

14 aus durchsichtigem Material z, B. Plexiglas. 30 

Wie bereits eingangs erwahnt, sind der Fluidkammerab- 
schnitt 6 und der Ventilperfusionskammerabschnitt 7 iiber 
einen Durchgang 8 miteinander verbunden. Dieser Durch- 
gang 8 wird durch eine Durchgangsbohrung 34 im Deckel- 
abschnitt 20 des mittleren Gehauseteils 13 gebildet. In diese 35 
Durchgangsbohrung 34, die sich axial erstreckt, ist ein Rohr 
35 eingeschoben, das sich iiber den Deckelabschnitt 20 hin- 
aus erstreckt. Auf den Rohrabschnitt des Rohrs 35, der sich 
iiber den Deckelabschnitt 20 des mittleren Gehauseteils 13 
hinaus erstreckt, ist ein Silikonrohr 36 aufgesteckt. Dieses 40 
Silikonrohr ist abnehmbar. Am AuBendurchrnesser des Sili- 
konrohrs ist eine ringfbrmige Stufe 37 vorgesehen. Durch 
die Gestaltung des Silikonrohrs 36 und der Stufe 37 ist es 
moglich, Ventile auf das Silikonrohr 36 aufzustecken. Auch 
ist es moglich, in das Silikonrohr 36 Ventile oder Filter ein- 45 
zustecken, da das Rohr 35 einen kleineren Innendurchmes- 
ser als das Silikonrohr 36 aufweist oder dadurch die Stirn- 
seite des Rohrs 35 eine Anlageflache fur einen Filter oder 
dergleichen bilden kann. Im vorliegenden Fall ist das Ventil 
ein nicht naher dargestelltes 2-segeliges oder 3-segeliges 50 
Klappenventil, das dem oben beschriebenen Trager, bzw. 
der Matrix entspricht, und als Ruckschlagventil arbeitet, um 
einen Fluidstrom nur von dern Fluidkammerabschnitt zu 
dem Ventilperfusionskammerabschnitt zu ermoglichen. Das 
Klappenkonstrukt des Klappenventils ist auf einen Silikon- 55 
ring eingenaht. Zum Befestigen des Klappenventils am Sili- 
konrohr wird der Silikonring auf das Silikonrohr gesteckt 
und durch ReibschluB gehalten. 

An der Unterseite des Deckelabschnitts ist eine ringfor- 
mige Vertiefung 38 vorgesehen, die konzentrisch zum Rohr 60 
35 verlauft und in die das Rohr 35 miindet. Diese Vertiefung 
38 kann z. B. als Aufnahme fur Filtermaterialien oder der- 
gleichen dienen. 

Im weiteren wird eine Bioreaktoranordnung mit dem 
oben beschriebenen Bioreaktor 1 beschrieben. Zum Betrei- 65 
ben des Bioreaktors ist eine Respiratiorpumpe 39 vorgese- 
hen, die iiber einen Siiikonschlauch 40 und den AnschluB 9 
mit der Kammer 3 verbunden ist. Die Respiratorpumpe er- 
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zeugt einstellbare Druckimpulse, durch die der Druck der 
Kammer periodisch erhoht werden kann. Die Respirator- 
pumpe ist eine gesteuerte Zweiphasen Respiratorpumpe, die 
als Luftpumpe funktioniert. Mit der Pumpe kann das Pump- 
volumen und die Pumpfrequenz eingestellt werden, wobei 
der FluB in einem Bereich von 50 ml pro Minute bis 
5000 ml pro Minute liegt, und der Systemdruck zwischen 20 
und 240 mniHg variieren kann. 

Ein Reservoir 41 ist iiber Silikonschlauche 42 und 43 je- 
weils mit den Anschliissen 10 und 11 verbunden. Durch die 
Silikonschlauche 42 und 43 und das Reservoir 41 entsteht 
ein Kreislauf, wobei Fluid aus den Ventilperfusionskammer- 
abschnitt 7 iiber den AnschluB 10, den Siiikonschlauch 42 in 
das Reservoir 41 und von dort aus uber den Siiikonschlauch 
43 und den AnschluB 10 in den Fluidkammerabschnitt 6 ge- 
fordert werden kann. 

Der Bioreaktor 1 und das Reservoir 41 mit den Silikon- 
schlauchen 42 und 43 befinden sich in einem standardisier- 
ten Inkubator 44 bei 37°C und 5% C0 2 . 

Nachfolgend wird die Wirkungs- und Funktions weise des 
Bioreaktors naher erlautert: 

Uber die Respiratorpumpe 39 werden Druckimpulse in die 
Kammer 3 geleitet. Aufgrund dieser Druckimpulse dehnt 
sich die Membran 5 aus, wobei sie sich in der Darstellung in 
Abb. 2 mit jedem Druckimpuls nach oben wolbt und dabei 
auch zu einem Druckanstieg in dem Fluidkammerabschnitt 
6 der FluB kammer 4 fiihrt. Dieser Druckanstieg wird in den 
Durchgang 8 weitergeleitet und offnet dadurch das nicht na- 
her dargestellte Klappenventil am Silikonrohr 36. Auf diese 
Weise wird das im Fluidkammerabschnitt 6 vorhandene 
Fluid in den Ventilperfusionskammerabschnitt 7 gefordert. 
Aus den Ventilperfusionskammerabschnitt 7 wird Fluid 
dann iiber den AnschluB 11 und den Siiikonschlauch 42 in 
das Reservoir 11 gefordert. Von dort aus kann es iiber den 
Siiikonschlauch 43 in den Fluidkammerabschnitt 6 zurtick- 
geftirdert werden. Bei abfallendem Druck in der Kammer 3 
wird die Membran 5 wieder aufgrund ihrer Eigenspannung 
in ihre Ausgangsstellung riickuberfuhrt, in welcher sie sich 
im wesentlichen radial erstreckt. Durch den Druckabfall er- 
folgt auch in dem Fluidkammerabschnitt 6 ein Druckabfall, 
der wiederum zu einem SchlieBen des als Klappenventils 
ausgebildeten Ventils fuhrt. 

Durch den pulsierenden Druckanstieg in der Kammer 
kann somit ein Kreislauf erzeugt werden, der im wesentli- 
chen die physiologischen FluBbedingungen im Herzen si- 
muliert, Aufgrund der Konstruktion des neuartigen Bioreak- 
tors wird eine hohe Dichtigkeit des Fluidkammerabschnitts 
6 und des Ventilperfusionskammerabschnitts 7 erreicht. 
Aufgrund des dadurch moglichen Schutzes vor Infektionen 
konnen lange Kultivierzeiten ermoglicht werden. Durch den 
Antrieb mit Luft iiber die Kammer 3, die durch die Mem- 
bran 5 hermetisch von der Fluidkammer 6 getrennt ist, las- 
sen sich die Probleme von Hitzeentwicklungen innerhalb 
des Inkubators 44 vermeiden, da der eigentliche Pumpmotor 
(Respiratorpumpe) sich auBerhalb des Zellinkubators beftn- 
det. 

Da der gesamte Bioreaktor transparent ist, kann man die 
Klappenkonstruktion permanent einsehen und das Offnen 
und SchlieBen der Klappen kontrollieren. Weiterhin kann 
man an der Farbung der Nahrfiiissigkeit pH-Veranderungen 
erkennen. Das Reservoir mit dem Fluid kann durch sterile 
Konnektoren an die Silikonschlauche angeschlossen wer- 
den. Dadurch laBt sich ein sicherer Fluidwechsel ermogli- 
chen. 

Aufgrund der einfachen Konstruktion des Bioreaktors 
kann ein Austausch der Ventile bzw. der Herzklappen auf 
einfache Weise durchgefUhrt werden. Dazu mUssen nur die 
Schrauben 33 gelost und das obere Gehauseteil 14 abge- 
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nommen werden. Das Ventil bzw. die Herzklappe kann dann 
ausgetauscht werden und anschlieBend kann das obere Ge- 
hauseteil 14 durch die Schrauben 33 wieder am mittleren 
Gehauseteil befestigt werden. 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung werden Ruflra- 5 
ten zwischen 50 ml/min. und 5000 ml/rnin., bevorzugt 
50 ml/min. bis 2000 ml/min verwendet. Die Angaben bezie- 
hen sich auf den FluB durch die Klappenprothese. Als an- 
fangliche RuBrate haben sich RuBraten von 50 bis 100 ml/ 
min, als geeignet erwiesen. Diese RuBraten werden z. B. 10 
mit einer Puisfrequenz von 5 bis 10 Pulsen pro Minute durch 
die Herzklappe geschickt. Die RuBrate wird anschlieBend 
kontinuierlich oder diskontinuierlich auf bis zu 5000 ml/ 
min, gesteigert. Gleichzeitig wird die Puisfrequenz auf bis 
zu 180 Pulse/min. angehoben. Bei den angegebenen Daten 15 
handelt es sich urn die Grenzwerte, die normal erweise nicht 
iiberschritten werden. 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen wird die RuBrate bis 
auf 2000 ml/min. gesteigert, wahrend die Puisfrequenz auf 
70 bis 100, bevorzugt 80 Pulse/min. angehoben wird. Die 20 
Belastung der sich stabilisierenden Herzklappe wird damit 
nahezu physiologischen Verhaltnissen angepaBt. Es hat sich 
als gunstig, aber nicht notwendig erwiesen, die RuBrate und 
die Puisfrequenz jeweils nach ca. 24 bis 48 Stunden zu stei- 
gern. So kann beispielsweise, ausgehend Yon einer RuBrate 25 
von 50 bis 100 ml/min. und einer Pulsrate von 5 bis 10 Pul- 
sen/min. am Tag 1 des Aufenthaltes in der pulsatilen RuB- 
kammer, am Tag 3 eine Erhohung auf 300 ml/min. bei 20 bis 
25 Pulsen/min„ am Tag 5 auf 700 ml/min. und 35 bis 45 Pul- 
sen/min., am Tag 7 auf 1000 ml/min und 50 bis 60 Pulsen/ 30 
min., am Tag 9 auf 1300 ml/min. und 70 bis 80 Pulsen/rnin., 
am Tag 11 auf 1500 ml/min. und ca. 100 Pulsen/min., am 
Tag 13 auf 1750 ml/min. und ca. 120 Pulsen/min. und am 
Tag 15 auf 2000 ml/min. und 140 Pulsen/min. vorgesehen 
werden. Je nach zur Verfugung stehender Zeit, GroBe der 35 
Klappe, GroBe und Alter des Patienten etc. kann jedoch eine 
sehr viel langsamere Steigerung der RuBraten sowie der 
Puisfrequenz oder die Steigerung auf hohere RuBraten und 
Pulsfrequenzen sinnvoll sein. 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung werden die in 40 
der pulsatilen RuBkammer herrschenden systemischen 
Driicke auf 10 bis 240 mrnHg eingestellt. Bevorzugt sind 
systemische Driicke von 60 bis 140 besonders bevorzugt 
sind systemische Driicke von 80 bis 120 mrnHg. 

Die mittels des erfindungsgemaBen Verfahrens herge- 45 
stellte homologe bzw. autologe Herzklappe weist gegeniiber 
den herkommlichen mechanischen und biologischen Herz- 
klappen wesentliche Vorteile auf. So besteht sie in ihrer be- 
vorzugten Ausfuhrungsform aus autologen Gewebe, d. h. 
aus Gewebe des zur Herzklappenoperation anstehenden Pa- 50 
tienten, und vermeidet dadurch jede Fremdkorperreaktion 
des Klappenempfangers. Die Infektionsgefahr bei Empfan- 
gern auto log er Herzklappen unterscheidet sich nicht von der 
eines gesunden Herzens. Eine Antikoagolationstherapie ist 
nicht erforderlich; damit entfallt die Gefahr hemorrhagi- 55 
scher Komplikationen. Der bei weitem iiberzeugendste Vor- 
teil der erfindungsgemaBen Herzklappe ist jedoch dieTatsa- 
che, daB sie lebendes Gewebe darstellt und daher nach Im- 
plantation bei Wachstum des Herzklappenernpfangers mit- 
wachst. Das macht die erfindungsgemaBe Herzklappe zur 60 
Klappe der Wahl vor allem bei Kindern und jugendlichen 
Patienten, deren Herz sich entwicklungsbedingt noch ver- 
groBert Die lebende Herzklappe wachst entsprechend mit, 
so daB auch bei Veranderungen des Herzens keine Dyspro- 
portionen (z. B. Verengungen) zwischen Klappe und Herz 65 
auftreten. 

Die erfindungsgemaBe Herzklappe enthalt eine bindege- 
webige innere Struktur, die neben Fibroblasten und Myofi- 
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broblasten im wesentlichen Bestandteile einer normalen ex- 
trazellularen Matrix, namlich Kollagen, Elastin und Glyco- 
saminoglykane enthalt. Im Gegensatz zu fruheren Versu- 
chen, durch "Tissue Engineering" Herzklappengewebe her- 
zustellen, weisen die erfindungsgemaBen Klappen einen der 
nativen Klappe bzw. dem nativen Klappensegel entspre- 
chenden Anteil an Kollagen (43-55%), Elastin. (11-13%) 
und Glycosaminoglycan auf. 

Es konnte gezeigt werden, daB die erfindungsgemaBen 
Herzklappen FluBraten von mehr als 2000 ml/min., entspre- 
chend den in einem erwachsenen Humanherzen herrschen- 
den RuB verhaltnissen, standhalten. Somit kann erfindungs- 
gema'B erstmals eine autologe Herzklappe zur Verfugung ge- 
stellt werden, die bedingungslos zur Implantation in kindli- 
che wie auch erwachsene Patienten geeignet ist. 

Die folgenden Abbildungen und Beispiele erlautem die 
Erfindung. 

Abb. la zeigt einen aus einem Polymer vorgebildeten 
Trager, der anschlieBend einer Besiedlung mit Fibroblasten/ 
Myofibroblasten und Endothelzellen unterworfen wird. 
Abb. lb zeigt den Trager/die Matrix nach Besiedelung und 
einer Woche Inkubation in der pulsatilen FiuBkammer, Abb. 
1c zeigt die gleiche Klappenprothese nach 2 Woe hen Inku- 
bation in der FiuBkammer. 

Abb. 2 zeigt einen Bioreaktor einschliefilich einer pulsa- 
tilen FiuBkammer in Schnittansicht. 

Abb. 3 zeigt den Gesamtaufbau, in den der Bioreaktor in- 
tegriert ist. 

Bei spiel 1 

Herstellung von Tragern 

Zum Herstellen des herzklappenformigen Tragers wird 
ein nicht-gewebtes Polyglycolsaurepolymer (Fiberdurch- 
messer 12-15 urn, Polymerdichte: 70 mg/ml, Albany Inter- 
national Research, Mansfield MA, USA) verwendet. Das 
Polymer wird in der Art zugeschnitten, daB es eine Rohre 
mit 19 mm Durchmesser bildet. In diesen Conduit werden 3 
dreieckige Segel eingenaht. Dieser Trager kann zum Her- 
stellen von 3-segeligen Klappen, d. h. Pulmonal- Aorten- 
und Tricuspidalklappen verwendet werden. Fur Mitralklap- 
pen werden 2 Segel eingenaht. 

Beispiel 2 

Herstellung einer dreisegeligen Herzklappenprothese 

Ein dreisegeliger Trager wird sterilisiert und in Medium 
(DMEM, GIBCO BRL-Life Technologies) fur 24 Stunden 
eingelegt, um die Polyrneroberflache einzuweichen. Darauf- 
hin wird der klappen formige Trager pro Quadratzentimeter 
Oberflache mit 4 Mio. Fibroblasten alle 90 Minuten insge- 
samt 6mal besiedelt. Wciterhin wird der besiedelte Trager 
fur 2 Wochen inkubiert (5% C0 2 , 37°C, 95% Luftfeuchtig- 
keit). Das Medium wird alle 4 Tage unter sterilen Bedingun- 
gen gewechselt. AnschlieBend werden Endothelzellen auf 
den besiedelten klappen formigen Trager aufgebracht (3-4 
Mio. Endothelzellen pro Quadratzentimeter Oberflache, 6 
Besiedlungen alle 90 Minuten). Nach weiteren 2 Wochen 
wird das entstandehe Gewebe in die RuBkammer der Biore- 
aktors unter sterilen Kautelen eingebracht und hier mittels 
des Silikonringes in DurchfluBposition installiert. Anschlie- 
Bend wird der Bioreaktor mit Medium gefullt und in den 
Zellinkubator gestellt. Nachdem uber den Druckluft- 
schlauch die Konnektion zur auBerhalb des Inkubators ste- 
henden Pumpe hergestellt wurde, wird mit minimalen pulsa- 
tilen Flussen begonnen (50 ml/min). In 2 Tages-Schritten 
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wird die RuBrate und Pulsrate gesteigert auf 100 ml/min 
(Puis 10), 300 ml (Puis 25), 700 ml (Puis 35), 1000 ml (Puis 
60) fur insgesamt weitere 4 Tage. AnschlieBend (nach 14 
Tagen) wird das nun gebildete Gewebe unter sterilen Bedin- 
gungen entnommen und zur biochernischen, histologischen 5 
und mechanischen Analyse asserviert. 

Patentanspriiche 

1. In vitro- Verfahren zum Herstellen einer homologen 10 
Herzklappe, umfassend die folgenden Schritte: 

- Bereitsteilen eines biologisch abbaubaren Tra- 
gers, 

- Besiedeln des Tragers mit homologen Fibrobla- 
sten und/oder Myofibroblasten zur Ausbildung ei- 15 
ner bindegewebigen Matrix, 

- Besiedeln des Tragers/der Matrix mit Endothel- 
zellen, 

- Einbringen des Tragers/der Matrix in eine pul- 
satile FluBkammer, in der er/sie steigenden RuB- 20 
raten ausgesetzt werden kann, und 

- kontinuierliches oder diskontinuierliches Erho- 
hen der FluBrate. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB der biologisch abb au bare Trager eine biolo- 25 
gisch abbaubare Polymermatix oder eine azeliulare 
biologische Matrix ist. 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Trager eine Polyglycol- 
saure (PGA), Polyrnilchsaure (PLA), Polyhydroxyal- 30 
kanoad (PHA), Poly-4-Hydroxybutyrat (P4HB) oder 
eine Mischung aus zwei oder mehreren dieser Poly- 
mere umfaBt. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB der biologisch abbaubare 35 
TYager in Form einer Herzklappe vorgebildet ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Trager eine Polymer- 
dichte von 40 bis 120mg/cm 3 , bevorzugt 50 bis 

80 mg/cm 3 aufweist. 40 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Trager ein poroses 
Polymer mit einer PorengroBe von 80 bis 240 urn ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Fasern des Tragers ei- 45 
nen Durchmesser von 6 bis 20 urn, bevorzugt 10 bis 

18 um aufweisen. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Trager ein Bindege- 
websgeriist einer Tier-Herzklappe ist. 50 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Schritt des Besiedelns 
mit Fibroblasten und/oder Myofibroblasten 3- bis 
14rnal, bevorzugt 5- bis lOmal wiederholt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da- 55 
durch gekennzeichnet, daB pro Quadra tzentimeter 1Ya- 
ger/Matrix und Besiedelungsschritt ca, 10 5 bis 5 x 10 6 
Fibroblasten und/oder Myofibroblasten eingesetzt wer- 
den. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- 60 
durch gekennzeichnet, daB der Schritt des Besiedelns 
mit Endothelzellen 3- bis 14mal, bevorzugt 5- bis 
lOmal wiederholt wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, daB pro Quadratzentimeter Tra- 65 
ger/Matrix und Besiedelungsschritt ca. 10 5 bis 5 x 10 6 
Endothelzellen eingesetzt werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, da- 
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durch gekennzeichnet, daB die Fibroblasten und/oder 
Myofibroblasten und/oder Endothelzellen humane Zel- 
len sind. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Fibroblasten und/oder 
Myofibroblasten und/oder Endothelzellen autologe 
Zellen sind. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet, daB in der pulsatilen FluBkam- 
mer FluBraten von 50 ml/min bis 5000 ml/min, bevor- 
zugt 50 bis 2000 ml/min eingestellt werden. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, da- 
durch gekennzeichnet, daB die RuBrate iiber einen 
Zeitraum von 1 Woche bis 12 Wochen gesteigert wird. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16, da- 
durch gekennzeichnet, daB die anfangliche RuBrate 50 
bis 100 ml/min betragt. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, daB die anfangliche Pulsfre- 
quenz 5 bis 10 Pulse/min betragt. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, da- 
durch gekennzeichnet, daB die RuBrate bis auf 
5000 ml/min gesteigert wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 19, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Pulsfrequenz bis auf 
180 Pulse/min gesteigert wird. 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, da- 
durch gekennzeichnet, daB in der pulsatilen RuBkam- 
mer systemische Driicke von 10 bis 240 mmHg einge- 
stellt werden. 

22. Homologe Herzklappe, herstellbar durch das Ver- 
fahren nach einem der Anspriiche 1 bis 21. 

23. Homologe Herzklappe mit einem bindegewebigen 
inneren Kern, der von einer Endolhelzellschicht umge- 
ben ist, dadurch gekennzeichnet, daB in dem bindege- 
webigen Kern eine Koilagendichte von 43 bis 55%, be- 
•zogen auf die Matrix, gegeben ist. 

24. Homologe Herzklappe nach Anspruch 22, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie den Stromungsbedingungen 
im menschlichen Herzen standhalt. 



Hierzu 5 Seite(n) Zeichnungen 



6/15/05, EAST Version: 2.0.1.4 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE19919 625A1 
A 61 F 2/24 

30. November 2000 



Abb. 1 a 




6/15/05, EAST Version: 2.0.1.4 



002 048/204 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE19919 625A1 
A 61 F 2/24 

30. November 2000 



Abb. 1 b 




6/15/05, EAST Version: 2.0.1.4 



002 048/204 



ZEICHNUNGEN SEITE3 Nummer: DE 199 19625 A1 

Int. CI. 7 : A 61 F 2/24 

Offenlegungstag: 30. November 2000 

Abb. 1 c 




6/1 5/05, EAST Version: 2.0.1.4 



002 043/204 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE19919 625A1 
A 61 F 2/24 

30. November 2000 



Abb. 2 




6/15/05, EAST Version: 2.0.1.4 



002 048/204 



ZEICHNUNGEN SEITE 5 Nummer: DE 199 19 625 A1 

IntCI. 7 : A 61 F 2/24 

Offenlegungstag: 30. November 2000 



Abb. 3 




6/15/05, EAST Version: 2.0.1.4 



002 04^/204 



